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緒　　論
　螢光色素が悪性腫瘍と親和性のある事に関して
は，すでに1911年Wassermann1），1932年Havli－
cck2）により報告されてV・るが，1947年以來G・E
Mooreは数篇の論文：3“6）におV・てFluorescein　Na－
trium似下Fと称す）を瀬注して紫外線下で腫瘍
組織が螢光を発する事から，㈱亜瘍の診断及び所
在判定に用いられることを発表した。続V・て1948
年D．M．　Shapiro＆B．　H．　Landing7）はマウスの
Sarcoma　180に：Fを静・注して経過を追ってFの腫
瘍組織に出現する歌況を報告している。
　著者はFを用v・螢光顯徴鏡下で吉田肉腫腹水，
滲出液，濾出液，膿汁，血液中の白血球等組織液
中の細胞の螢光の有無，張溺を経過を追って観察
して興味ある結果を得たのでここに報告する。
　螢光顯微鏡の原理8）は光源として炭索弧燈また
は水銀燈を用い，これより発する紫外線を普通
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むWood二二光板で濾過した3，000～4，000　Aの波長
の紫外線を石英ガラスの集光器をつけ允二二鏡に
導き，干物ガラスに固有の螢光を発するもの，或
V・は螢光色素で染色したものを琶くと，螢光を発
して可覗の欺態となり，これを普通顯微鏡と同様
な操作で観察するものである。なお対眼レンズは
保護レンズで覆って紫外線から眼を保護する。
　　　　　　　試駿管内実験
　　　　　　　　　実瞼方法
　2，000倍に稀釈したF生理食塩水溶液を作り，これをス
ピッツグラスにとり，これに被槍液0。1～0。3cc（被槍液中
の細胞多窩により加減する）を入れよく混和し，軽く2～3
分遠心分離する。かくして生じお上清のF溶液は別の試瞼
管にとってをき，沈渣に生理食塩水をそそぎ数回洗い流す
と，沈淡の上に残る溶液は肉眼上殆ど無色となる。これをゴ
ムキャップをつけた細いピペットで沈流の上の溶液を漉宜
すててから沈渣をよく混和し，その一滴を載物ガラスにと
り，デッキグラスで覆って螢光装置下の顯微鏡で楡する。
1）　Von　Wassermann，　A．，　Keysser，　F．　u．　Wassermann，
　M．　：　Dtseh．　med．　Wsehr．，　37，　23S9－2391　（191］）・
2）　Havlicek，　H．：　Bruns’　Beitr．　klin．　Chir．，　154，　254－
　266　（19s　32）・
3）　Moore，　G．　E．：Science，　106，　1？）O　C1947）．
4）Moore，　G．　E　e七al．：J．　Neurosurg．，5，392－398（t94S）．
332
5）　Moore，　G．　E．　et　al．：　Ann．　Surg．，　130，　637－642　（t949）．
6）　Hubbard，　T．B．　＆　Moore，　G．　E．　：　J．　Nat．　Cancer　lnst．
　10，　303一？．　14　（1949）．
7）　Shapiro，　D一　M．　＆　Landing，　B．H．　：　Science，　108，　304－
　2，05　（1948）．
8）工藤得安・趙仁済：螢光顯微鏡学（1950）．
3巻6号 大生一夕卜聯想城におけるFluorescein　Natriumの雁用　1 蹴
　次に残った沈渣に前に別にとっておいた上清のF溶液
をそそぎ370Cの鱒卵器に入れ，3時最後と24時閏後に同
様の方法により恕する。紫外線発生装置は：英弘精機製の高
．圧水銀燈顯微鏡装置を用いた。
　実瞼上の注意としては，実瞼室は暗室を用いた方が目が
なれて捌定が容易である。水銀燈は点火後明度が安定する
まで数分を要するから実験の最初に点燈して置いた方がよ
い。また一度電流を断つと再点火にはランプの冷却を待た
ねばならないから（［0分位）注意が必要である。　なお実験
方法の所で生理食塩水をそそいで洗い流す操作は，行わな
くてもよいが，行った方が周囲の溶液が暗くなるので列定
が容易である。スピッツグラスは先のなるべく細いものを
用い，また沈渣は余り多いと洗い流す操作の際俘き上って
くるから注意が必要である。載物ガラスは石英ガラス製の
ものが英弘二上鏡装置に附馬しているが，上質の載物ガラ
3なら成績に影響はない・2，000倍F生理食塩フ踏液及び
生理食塩水は常に37℃の艀卵器に貯えて温度が成績に影
響しない様にした。
　上記の方法により直後（全操作に5分位を要す灸が），
3時間後，24畦問後に400倍（10×40）で鏡検した。一畑
野に紬胞数が30～60位；になる様にして，　細胞が全然螢光
を発しないものをe），明瞭には列らないが光っている様に
思われるものをぽ，（これは日野を移動させるとその移動
が認められる程度のもの），さらに螢光を発する紬胞の数に
より（一ト）パ鵬㈱とした。螢光の弧さは必ずしも螢光を発す
る細胞数には比例しないが薙これついては各説瞼成綻の所
でのべる。一般に螢光を発する場合細胞は円く黄色に光る
だけで普通の染色や超生体染色の様に核や頼粒を見ること
ができない。充分Fが洗い流されて，　しかも系罰1胞がよく
螢光を発する場合には，あたかも夜空に輝く星の如く非常
に美しい所見を呈する。
　　　　　　　　　　実上成績
　　1．吉田肉腫：例
　使用した実瞼動物は岐阜系及び埼玉系雑種ラツテ10匹，
体：重80～100gで腹陛内に移植した。　ラツテは移植後7～
16ijで死亡した。腹水の探取には毛細秤ピペッ1・を用いた。
採取の際血液を混入することがあったが赤血球は螢光を発
しなかった。腹水中に存在する正常の構成紬胞については
追求しなかった。成績は第1表のとおりである。
　成績に示すとおり吉田教授のいわれる末期即ち死亡前
2～3iS位前になると螢光を発する細胞が非常に少なくなり，
直後においては全然螢光を発しない。・一・般に変性を起し細
胞膜がこわれた細胞は螢光を発しない。移植後5，611目頃
は直後においてもよく螢光を発し，その螢光の強さも強
V－o　’
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　　2．実1瞼的穿孔性腹膜炎例
　実験動物は系統不明の雑種ラツテ5匹，体重120～150g
で開腹して任意の小舟を切断して腸内容を腹腔内に出し1復
壁を閉曝した。ラツテは予想外に生存し，術後5～11日で
汎発性腹膜炎及び腸閉塞標症状で死亡した。膿汁探取は割
合太い毛細幹ピペットを使用した。実瞼成績は第2褒のと
おりである。
　即ち吉田肉腫程明瞭でないが，炎症の盛んな時期によく
螢光を発し，死亡前には螢光を発しなくなる傾向にある。
これは後述の臨床実事の成績により明瞭である。なお吉田
肉腫の標に薗後に螢光を発した例はなかった。このことよ
り悪性腫瘍細胞の：方が炎症細胞よ1）よくFを吸若すると
いえないこともないが，臨床実瞼では膿汁中の細胞が直後
に螢光を発した例もあるので結論はさし控える。
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　　3，血液中の白血球例
　健康人及びラツテの白血球を，健康入においては0型血
清により赤血球を凝集させ遠心分離する法と，蒸溜水によ
る溶血法とにより白血球を集めて同様な実験を行った。ラ
ツテは溶血法のみ行った。実瞼の結果は0型血清凝集法に
よるものは3時間及び24時聞後には螢光を発するが直後
には螢光を発しなかった。赤血球はいずれの晴期において
も螢光が見られない。溶血法によるものは人及びラツテと
も，いずれの時期にも螢光を発しなかった。しかしこれは
実瞼方法の如何によるものと思われる。
　骨髄性白血病の症例では血液をそのまま行ったが，やは
り直後には螢光は見られず30～45分後において螢光が見
られた。
　白血球の種類による螢光の有無は深くは泣旧しなかった
が中性嗜好性白血球，革球が螢光を発し，リンパ球は発し
ない様に思われた。
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備考　2例とも手術時腹陛内にペニシリン10万，
　　　リンコリスチンを注入した。
　　　○捕は遣残し膿瘍を形成した。
コリスチン50万を注入し，術後ガラスドレーンより同様ペニシ
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　　4．臨床実瞼例
　われわれの病院の内科，外科の外野及び帰詣患者の膿汁，
滲出液，濾出液の細胞について槍漏した。特に穿孔性虫垂
炎でガラスドレーンを入れた患者については経過を追って
観察することができた。成績は第3，4表のとおりである。
　いずれも炎症の最盛期によく螢光を発し，炎症が溶退し
治癒に向うとともに螢光を発しなくなる。少数例ではある
が混合感染を起していない結核性膿汁からは螢光を発する
細胞は見られなかった。興味あることは肝硬変の腹水中に
存在する細胞に対して行った1例でff後に螢光を発したこ
とである。
　　5．細胞の染色性に関する爆鳴
　さて私は上記の確実瞼において或る細胞は螢光を発し，
また或るものは螢光を磯せず，また光度の差異のあること
を知ったが，これらのことが如何なる機韓によるものかを
追求するために，各種の対象について吟味的実瞼を行った。
　alFの濃度と螢光の強さについて：Fの粉末は日光
光線及び螢光影北下で螢光を発しないが次のことを行って
みた。Fの各種濃度の溶液を作り，その1滴を盛物ガラス
にとり，これをデッキグラスで覆って螢血温徽鏡C10　×　40）
下でみると高濃度では殆ど螢光は見られないが，稀釈され
るにしたがい漸次螢光が現われ，約1，000倍溶液にi至り螢
光が最強となり，1，000～3，000倍程度は殆ど同程度の黄色
に輝く螢光を発する。それ以後は再び螢光が弱くなる。
　次にこれを日光光線を光源として普通顯徽鏡（10×40，
10×100）下で観察すると高濃度では褐色に見えるが，漸次
薄くなり，約1，000倍溶液では殆ど無色にみえ，水を対照
とすれば区別し得るが，対照なしには色を判別し得ない。
　即ち螢光女面鏡では1，000～3，000倍程度の低濃度が観察
に便利であるが，普通顯微鏡は高濃度の方が観察が容易で
ある。即ち低濃度で染色されても螢光という明瞭な所見を
呈するために，これがin　vitro或いはin　vivoの成績で
のべる’襟な微妙な所見を呈する…到1由の1つではないかと考
えられる。
　b）細胞の生死と螢光の有無強弱について：　著者は上
記の心匠成績から螢光の強さは細胞の生活力が関係するの
ではないかと考えられたので次の実瞼を行った。即ち吉田
肉腫腹水及び膿汁をアルコールまたは10％ホルマリン溶
液に入れ細胞を固定するか，或いは生理食塩水で稀釈して
80℃3～5分加温したものを上記の路盤管内霞岳方法によ
り観察すると，いずれの方法によっても直後には螢光は見
られないが，3時間後には螢光を認めた。但し対照とした
無固定の細胞の方がその螢光の弧さは比較にならぬ季呈強か
った。
　さらに逆に螢光を発している無固定の組胞をホルマリン
で固定して観察してみると，固定前と殆ど同様の螢光を認
めた。
　以上の事実より細胞の螢光の有畑は細胞の生死には関係
ないがtその強弱は関係するものと思われる。
　C）塗抹固定標本染色について：　吉田肉腫腹水及び膿
汁の塗抹標本を作り，これをアルコPルで固定し，5～10倍
下｛容液なら5分位，2，000倍溶液なら30～60分位染色して
から充分水洗して普通南面鏡で見ると，細胞は一様に墨色
に着色して核や顧粒は明瞭には判らない。家兎血液で塗抹
標本を作り同檬の操作で観察すると，エオヂン嗜好性白血
球は禍色の明瞭な細粒が見られる。これはFは＝オヂンと
殆ど構造が同じな酸性色素であるので，色は異なるがエオ
ヂン染色と同じ所見を呈するものと思われる。しかしなが
らこれらの標本を螢光隠微鋭で見てもいずれも螢光は見ら
オしない。
　d）超生体染色について：　Fを用いて家兎白血球につ
いての超生体染色の班見については，すでに野手氏により
発表された，諸種色素によ’る生体染色及び超生体染色の論
1文の一・部として発表されている9）。i見者もこれを追試して
野手氏の同様操作後30～60分でエオヂン嗜好性白血球に
褐色の願下を認めた、これを螢光顯微上下で観察したが残
念ながら螢光を発しなかった。さらに著者は吉田麗腹水に
より観察して見た。観察方法は野手氏と同様Sabin氏法tO）
によつた。　即ち充分洗愚拙冠した塗物ガラスに100倍F
O．1％アラビアゴム溶液を薄く塗布し乾燥させる，これに腹
水を1滴（なるべく少量）たらし，充分洗酪腕興したデッ
キグラスで覆って周囲をワセリンで封じて加温箱内で鏡検
する。操作後30分位より一部の細胞は漸次一曲に褐色に
染色されるが顯粒はみられなかった。3時間位経過しても
大部分の細胞は染色されなかった。ところがこれを螢光顯
微潮煙で観察すると全部の細胞が螢光を発し，却って超生
心染色で染色されていた細胞の方が螢光が弱い。この理由
は前述のa）で述べた様に普温顯微鏡で染色されていない
様に思われたものでも実は薄く染色されているものと考え
てよいと思われる。加温球心に長時問放置すれば全部の臨
月包が一様に：褐色に染色さ才しる。
　d）Fが細胞内に侵入するか或いは細胞膜に吸着されて
いるかについて：　このことについては次の実瞼を行．つた。
吉田肉腫細胞及び膿汁中の白血球を充分螢光を発する状態
にしてから，別に乳鉢によく洗った砂を少：量入れこれに上
記の細胞を含んだF溶液を入れ，水道水で静かに洗掘し
9）野手雅信：十全会雑誌，36，1686－1702昭6）。
10）杉山繁輝：血液及び組織の新研究とその方法，増補3
　　版‘昭27）．
11）橘慶一郎：十全会雑誌，36，2259－2300（昭6）．
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肉眼上無色となったら乳棒でかきまぜて細胞を被晒し，こ
の溶液を軽く遠沈し沈渣を螢光顯微鏡で観上すると，破壊
されないで完全に円形の形態を保っている細胞は螢光を発
するが，破屡された口叩片は螢光を発しなかった。しかし
破壊された細胞片にれらの大部分は原形質と思われるが）
もWoodの流光板を除v・て増幅すれば，たしかにFによ
り染色されている様に思われた。このことより細胞が螢光
を発するには細胞膜をかぶった完全な状態にあることが必
要の様に思われる。
　さらに試瞼管内実瞼で常に見られることであるが，F溶
液と混和し逡沈して上清を肉二上無色となるまで生理食塩
水で洗1賊しても，その沸渣をピペットで混和すればすぐF
が遊離してくることより推論すれば，試験管内実瞼におい
てはFは細胞内にも入るが細胞膜に吸著されており．，この
吸着状態の如何が螢光の有無強弱に関係するのではないか
と考えられる。
　e）小括：　以上染色に関して種々の吟味的実瞼につい
てのべたが昭和6年に橘氏の論lk　11）でのべられている榛に
生体染色，超生体染色，1喰食現象のみならず死後染色でも，
すべて生活細胞及び死細胞への物質の侵入は恐らく濁附し
た現象ではなく，一日目共通した要約により，・一部は異っ
た要約によるもので，前者の点rL？eいて杉行現象が発現す
るものであろう。しかしてこのことは細胞の生化学的研究
の進歩せる現在にお》・てもなお変らざる眞理であろう。し
たがって螢光翠微鏡の染色所見もこの原理により律せられ
る’ﾆ思わオしる。
　f）pHに関する問題について：細胞或いは溶液のpH
が螢光の有無強弱に関係するか否かについて考察した。
　膿汁のpH：に関しては以前より研究され高橋氏の論文12）
にはHammersten13）及びNeuberg14）によれば新鮮な膿
汁の反雁はアルカリ性で蛋白質，脂肪，含水炭素の盛んな
分解の結果グリセリン，燐i酸，乳酸，アミノ酸，脂肪酸等；
を生じて酸性となることがあるとい5。Lichtwitz1’）は膿
性滲出液の反懸は酸性であるといい，Koldajew及びAlt－
schuler16）の測定によれば寒性膿瘍のpHは7．2～6．8，急性
膿瘍のpHは6。S～5。Sで1例の膿胸の膿汁はpH　5．8を示
したといっている。・一般に急性炎症の膿汁のpHは炎症の
初期に酸性で漸次アルカリ性となり，寒性膿瘍の膿汁はア
ルカリ性の様である。
　吉田肉腫腹水及び紬胞のpHに関しては特に経過を泣っ
て測定された報告は見あたらなかったが，一般に組織液ま
たは組胞のpH測定は焙密な電位差測定による測定法の如
きものは紬胞を障害したり，細胞内の化学物質の影響を受
けpHの変化を起すので，却って大体のpHを知る指示藥
法の：方が誤差が少ないといわれる∴7）。よって次の3法　1）
pH試験紙法　2）pH生体内生体染色法17）3）斑点法17）が
考えられる。著者は最も簡易なpH試瞼紙により経過を泣
って測定して見たがいずれもpH　7．2～7．8程度で経過によ
る特…別な変化は，見ら弔しなかった。：また2，000倍＝F生理食塩
水のpHは殆ど生理食塩水のpHと見なしてよいのでいず
れも著者の被槍物のpHの変化する範囲、内では螢罪の有無
強弱には関係がないと思われる。
　なおこの実験には関係ないと思われるがFそのものも
螢光指示藥として用いられ，pH　3．5～5．5或いはpH3．8～4，3
の範囲で螢光の変化を認めるという17）。
実瞼成績小括
　著者は2，000倍F生理食塩水溶1夜を用いて螢光顯微鏡下
で吉田肉腫，実瞼的穿孔性腹膜炎，正常白血球及び臨床的
に各種滲出液，濾出液等の細胞，白血病ゆ白血球について，
試瞼脳内において直後，3時間後及び24時問後と3回，こ
れを経過を追って連日観察した。さらに細胞の螢光の有無
四身身に関して染色に関する方面と，pHに関する：方面より
追求して次の結果を得た。
　L　吉田肉腫においては移植後3～6日目に最も明瞭に
螢光を発し，死亡前2～3H目より螢光を発’ナる細胞は殆
どなくなる。　さらに移植後3～6日目には直後においても
よく螢光を発する。
　2．四二的穿孔性腹膜炎においては炎症の盛んな初期に
よく螢光を発し，死亡前には螢光を発しなくなる傾向にあ
る。この実瞼においては各時期を通、じて直後には螢光が見
られなかった。
　3．血液中の白血球，正常白血球は3時間後の実瞼にお
いて螢光を発する。骨髄性白血病の白血球もi蔭［後において
は螢光が見られなかったが，30～45分後には螢光を発した。
　4．臨床実瞼，疾患の如何に拘らずその最盛期によく螢
光を発し螢光の強さも強い。．しかしながらこれらの成績か
らは炎症と腫瘍を区別することが出師ない。
　5．細胞の螢光の有無弧弱性，染色に関する種々なる吟
味的実瞼より細胞の螢光の有無はtmlll胞の生死には関係はな
いが，その強弱は細胞の生活力に関係するものと思われる。
しかもFは系田胞内にも入るが，細胞膜に吸著され細胞膜
の吸着状態の如何が螢光の有無弧弱に関係するものと思わ
れる。
　6．pHの変化，著者の実験の範囲内では被槍液のpH
の変化は螢光の有無強弱に関係するとは思われない。
12）高橋理一耶＝乳児学雑誌，11，9－37（昭7）．
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